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論文内容要旨
研究目的
 1986年から1991年までの6年間に,山形市立病院済生館小児科で,急性気道感染症の患者か
 ら分離されたアデノウイルス3型に制限酵素を用いて,分子疫学的検討を加えることを目的とし
 た。
方法
 1986年から199i年までの6年間に山形市立病院済生館小児科を急性気道感染症として訪れた
 患者を対象に,咽頭拭い液から呼吸器ウイルスの分離をマイクロプレート法にて行った。分離さ
 れたアデノウイルス3型について,HEp-2細胞にて増殖後,フェノールークロロフォルム法に
 てDNAを抽出,エタノール沈澱により回収の後,BamHI,Hind皿,SmaI,Bg皿の各制限
 酵素によるDNAの切断パターンの解析をポリアクリルアミド電気泳動法により行い,6年間の
 分子疫学を明らかにした。
研究結果
 ㈲ウイルス分離
 1986年から1991年までの6年間に,26,992の検体から呼吸器ウイルスの分離を試み,インフ
 ルエンザウイルス,パラインフルエンザウイルス,RSウイルス,アデノウイルス,エンテロウ
 イルス,麻疹ウイルス,ムンプスウイルス,ヘルペスウイルスなどを分離した。アデノウイルス
 は1,015株を分離した(分離率3.8%)。うち過半数の587株(587/1,015,57、8%)はアデノウイ
 ルス3型であり,その他はアデノウイルス1(156株,15.4%),2(185株,18.2%),4(4
 株,0.4%),5(63株,6.2%),6(20株,2.0%)型であった。
 アデノウイルス3型の分離状況は,6年間にわたり毎月継続して分離され,1987年と1989年
 の秋から冬にかけてそれぞれ大きな流行があった。
 (B)分子疫学
 587株のアデノウイルス3型分離株のうち356株について,BamHI,Hind皿,SmaI,Bgl
 Hの4種類の制限酵素を用いて分子疫学的解析を加えた。分離株はBamHIにより,1,Hの
 2種類,Hind皿により,A,B,Cの3種類,SmaIにより1,2,3,4の4種類,BglIIに
 よりa,bの2種類に分類された。これらの電気泳動パターンの組み合わせにより,解析した
 356株は遺伝子型IAla,HBla,HBlb,∬Cla,HC2a,HC3a,IIC4aの7型に分類された。
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 7っの遺伝子型間の相違を検討するため,ヌクレオチドの相互の置換数を計算すると,7っの遺
 伝子型間の相違は0.1%から0.9%であった。この計算をもとに作成された7っの遺伝子型聞の
 系統樹は,実際の遺伝子型の6年間の月別分布とよく相関していた。中でも1つの遺伝子型,豆
 Claは56ケ月の長期間存続し続けたのに対し,その他の6っの型は短期間にのみ出現した。数
 の上でも,HClaは全体の過半数(179/356,50.2%)を占め優位な株であった。また,一度消
 失した遺伝子型が再度出現することはなかった。
 1987年と1989年の流行は,いずれも流行前より存在する3っの遺伝子型が混在しておこなっ
 ていることが示された。
考察
 アデノウイルス3型が6年間にわたり毎月分離されたことで,このウイルスが山形にendemic
 なことが示唆されていたが,さらに制限酵素を用いた分子疫学的解析を加えることにより,この
 ウイルスが山形で遺伝子的に安定して土着して存在していることが推察された。また,2-3年
 毎にアデノウイルス3型によっておきる流行が,他からの新たなウイルスの進入でなく土着して
 いるウイルスによって引き起こされていることも分子疫学的解析により明らかになった。なぜ流
 行が2-3年おきにおこるのかという点について,1っには,抗体をもたない感受性者が2-3
 年おきに蓄積するためと考えられるが,実体は不明である。
 方法論として,アデノウイルスの分子疫学的解析においては,これまでアガロースを用いた解
 析が行われてきた。しかしながら,この実験で得られた山形の7つの遺伝子型は,従来のアガロー
 ス法では3っの型の鑑別しかできなかった。このことから,ポリアクリルアミドを使用すること
 により,より詳細な差異の検出が可能となり,特にある一定地域での疫学的解析をする際には有
 用であることも示唆された。
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 審査結果の要旨
 急性呼吸器感染症は小児における罹病率および死亡率の上で重要な疾患である。2才以下の小
 児においては年間に約6回の罹患があるといわれている。本疾患の90%以上においてウイルス
 が病原と考えられており,小児急性呼吸器感染症における疫学的研究は本症の制禦に重要な意味
 をもっている。
 アデノウイルス3型は年間を通じて同定され,小児においては,秋から冬にかけて2,3年ご
 とに流行することが知られている。これらのことはアデノウイルス3型が小児急性呼吸器感染症
 における最も重要な病原体であると考えられる。本研究では山形において分離されたアデノウイ
 ルス3型の分子疫学的検討を加えこのウイルスがどのような様態をとっているかを検討した。
 1986年から1991年の6年間に,山形市立病院済生館小児科で急性呼吸器感染症として訪れた
 患者を対象に,咽頭拭い液から呼吸器ウイルスの分離をマイクロプレート法にて行った。分離さ
 れたアデノウイルス3型について,増殖後,DNAの切断像の解析を行い,分子疫学的パターン
 を明らかにすることを目的とした。
 26,992検体から呼吸器ウイルスの分離を試み,アデノウイルスは1,015株を分離した(分離率
 3,8%)。うち過半数の587株はアデノウイルス3型であった。
 アデノウイルス3型は6年間にわたり毎月継続して分離され,1987年と1989年の秋から冬に
 かけてそれぞれ大きな流行があった。
 587株のアデノウイルス3型分離株のうち346株について,BamHI,Hind皿,SmaI,Bg皿
 の4種の制限酵素を用いて分子疫学的解析を加えた。解析した346株は遺伝子型IAia,HBla,
 HBlb,HCla,HC2a,HC3a,HC4aの7型に分類された。7っの遺伝子型間の相違を検討す
 るため,ヌクレオチドの相互の置換数を計算すると,7っの遺伝子型の相違は0.1%～0.9%であっ
 た。この計算をもとに作成された7っの遺伝子型聞の系統樹は,実際の遺伝子型の6年間の月別
 分布とよく相関していた。中でも遺伝子型HCIaは56ヵ月の長期間存続し続けたのに対し,その
 他の6っの型は短期間にのみ出現した。また一度消失した遺伝子型が再出現することはなかった。
 これらの結果からアデノウイルス3型は山形で遺伝的に安定し,土着して存続していることを
 示唆する。1987年と1989年の2っの流行についても,新たなウイルスの出現によるものではな
 く,土着しているウイルスに起因するものであることが示唆された。
 この研究はアデノウイルス3型の分子疫学的解析により,ある一定地域でアデノウイルス3型
 の各型が遺伝学的に安定して土着していることを証明したものであり,医学博士の学位に値する
 ものである。
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